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·基础研究·

耐药突变选择窗与细菌耐药的动物体内研究

崔俊昌 刘又宁王睿童卫杭 陈良安

【摘要】 目的探讨耐药突变选择窗(MSW)与体内细菌耐药发生的相关性。方{击建立兔组织笼金黄色葡萄

球菌感染模型，给予不同剂量的左氧氟沙星灌胃治疗。抽取组织笼内组织被进行药物浓度测定，同时监测组织笼内

细菌药物敏感性变化。结果当左氧氟沙星浓度位于MSW内时，导致金黄色葡萄球菌耐药突变体的选择富集，引

起耐药。当药物浓度低于抑制菌群中99％细胞生长的最低药浓度或高于防耐药变异浓度时，无耐药出现。当左氧

氟抄星浓度在MSW内的下部时，最容易选择出耐药突变体，且耐药出现最快。结论MSW在体内存在，保持抗菌

药物浓度在MSW以上可以限制耐药突变体的选择富集。

【关键词】耐药突变选择窗；左氧氟沙星；金黄色葡萄球菌}抗药性
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[Abstract]Objective To study the correlation of mutant selection windowl MSW)with selection of drug-re—

sistant mutants in vivo，Methods Tissue cage infection model with S≠Ⅱ户Jlyf(，focf“5 aurPu$was established in tab—

bits．and the infected animals were treated orally with various doses of levofloxacin．Changes抽levofloxaein concert—

tration and levofloxacin susceptibility of bacteria were monitored at the site of infection．Result8 The selection of

mutants and drug-resistance oceutl"ed when levofloxaxin concentration at the site of infection fluetuated within MSW．

The drug resistance did not occor when the levofloxacin concentration was Iower than MIC99 or higher than mutant

prevention concentration．The mutant selection occurred more easily and earlier when levofloxaein concentrations were

in the lower portion of MSW than in the upper portion，as indicated by MIC．Conclusion ’the MSW exists in耐∞，

Maintenance of drug concentrations above the MSW can suppress the outgrowth of resistant mutants．
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耐药突变选择窗(mutant selection window，

Msw)理论是近年来提出的一个遏制抗蓠药物耐药

的新策略，窗的上限为防耐药变异浓度(mutant

prevention concentration，MPC)，下限则是能够对

敏感菌产生选择压力的最低抗菌药物浓度，可以用

最低抑菌浓度(minimal inhibitory concentration，

收稿日期；2007—06—15

基壶项目；国家自然科学基盘资助项目(30370615．30672505)

作者单位，100853北京市，解放军总医院呼吸科<崔傻昌，刘又宁、陈

盏安)，l临床苟理研究壁(王謇、童卫杭)

作者茼舟：崔傻昌，男，1970年2月生，河北省曲阳县^，医学博士，

剐主任医师。

通讯作者{殊良安，OlO 66939361．E-mail：chenla301@263．net

MIC)或抑制菌群中99％细胞生长的最低药浓度

(MIC for 99％the ceils in the population，MIC99)

来估算o’2]。由于MSW是通过体外实验得到的一

个容易引起耐药突变体选择的抗菌浓度范围，本

研究通过兔组织笼感染模型，进一步明确MSW在

体内是否存在以及MSW与耐药突变体选择的关

系。

1材料与方法

1．1 抗茵药物 注射用盐酸左氧氟沙垦，200rag／

瓶，批号：040910—1，由珠海丽珠集团丽宝生物化学

制药有限公司提供。

1．2细茵金黄色葡萄球菌ATCC 25923，购自中
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国药品生物制品检定所。

1．3试剂厦仪器甲醇、高氯酸、磷酸二氢钾和三

乙胺(分析纯)购自北京化学试剂公司。乙腈(色

谱纯)购自Fisher公司，左氧氟沙星标准品(批号：

200202，含量；97．2％)购自中国生物制品检定所，

加替沙星(批号：20020801，含量：78．6％)由浙江

京新药业有限公司提供。M—H肉汤和胰酶大豆琼

脂(Difco)，高效液相色谱仪Agilent 1100(Agi—

lent)。

1．4实验动物雌性新西兰白兔28只，体重2．5～

3．Okg，由解放军总医院实验动物中心提供(许可证

号：SCXK京2002—2005)。

1．5左氧氟沙星对金黄色葡萄球菌ATCC25923

的MIC、M1C。。、MPC 采用琼脂平板稀释法，具体

见笔者以前的报道o]。

1．6兔组织茏感染模型的建立[43 雌性新西兰白

兔，背部去毛，速眠新0．1ml／kg肌注麻醉后，皮肤

碘伏消毒。在背部正中切开皮肤，在皮下植入1个

无菌的多孔、中空的高尔夫练习球，然后缝合。术后

应用青霉素i00 000U／kg、2次／d肌注3d，预防感

染。4～6周后高尔夫练习球内充满清亮的组织液，

实验前1d，用无菌注射器抽取球内液体0．5ml，取

100p1接种于M—H琼脂平板上，37"C过夜培养，经

检验无菌后，用于建市感染模型。实验当日，用无菌

注射器往高尔夫练习球内注入1．5×10”efu对数生

长期金黄色葡萄球菌ATCC25923。细菌感染后2d

抽取球内组织液0．5ml进行细菌菌落计数，细菌浓

度在108cfu／ml以上者用于实验。

1．7抗茵药物治疗 28只实验动物分为7组，每

组2～5只兔子。分别给予5、10、20、25、30、40mg／kg

左氧氟沙星灌胃治疗，1次／d，连续给药5d。对照组

应用生理盐水灌胃。

1．8药物浓度测定治疗期间每日给药前及给药

后2、4、6、8、10h及治疗结束后24、48、72h取组织液

0．5ml，12 000r／rain离心10rain，上清液一20℃保

存。采用高效液相色谱法测定组织液内左氧氟沙星

浓度ES]。

1．9组织笼内恢复生长细菌的耐药性变化治疗

前，治疗期间及治疗结束后24h及72h对组织笼内

恢复生长的细菌进行MIC测定。从组织笼内抽取

组织液0．3ml，标本用M—H肉汤进行10倍系列稀

释，37℃增菌，按NCCLS(cLSI)推荐的标准进行

M1C测定。

1．10统计学处理 率的比较采用Fisher精确检

验，以P<0．05为差异具有统计学意义。

2结果

2．1左氧氟沙星对金黄色葡萄球菌ATCC25923

的MIC、MIG。、MPC厦MSW 左氧氟沙星对金

黄色葡萄球菌ATCC25923的MIC、MIC，，及MPC

分别为0．125、0．1和0．8rag／L，体外MSW为0．1～

0．8 mg／L。

2．2 MSW与体内发生耐药的关系 按药物浓度

是否位于MSW内分为MSW内组(包括跨Msw)

和MSW外组(包括对照、药物浓度低于MIC。。和高

于MPC的动物)，见表1。只有药物浓度位于Msw

内组出现了耐药，而MSW外组无一例出现耐药。

经Fisher精确检验，两组耐药发生率差异具有显著

统计学意义(P=0．001)。说明耐药突变体的选择

富集只发生于药物浓度位于MSW内时。

襄1 MSW与体内发生耐药的关系

堕塑鎏堕塑塑垫生望型垫塾塑塑堕堕垄兰兰!墅!
MSW内 18 12 66，7

MSW外 10 0 0

2．3药物浓度位于MSW的不同位置与耐药发生

的关系 根据药物浓度与MSW的关系进一步分为

对照组、低于MICe。组、跨MSW的下部组(T>

MIC，。<20％)、MSW下部组(C一<0．5 mg／L)、

MSW上部组、跨MSW的上部组(T>MPC<20％)

和高于MPC组(表2)。当药物浓度低于MIG。、高

于MPC和跨MSW的上部(T>MPC>20％)时，无

耐药出现，而当药物浓度位于MSW内的下部时，所

有动物(7／7)出现了耐药，和对照组相比差异有显著

统计学意义。

2．4组织液内药物浓度在MSW内的位置与耐药

出现时间及耐药性的关系 见表3。当药物浓度

位于MSW的下部(0．1～0．2 mg／1．)时，多数动物

在治疗后72h出现MIC增高，MIC增加2～4倍；

药物浓度位于MSW的中部(0．1 5～0．3 mg／I．)

时，治疗后96～120h出现MIc增高，MIC增加4倍；

而当药物浓度位于MSW的上部(O．3～0．8 rag／L)

时，MIC增高多出现在治疗后120h，且MIC有4～8

倍的改变。可见药物浓度在MSW的下部时比在中

上部时更容易导致耐药的发生，但当药物浓度保持

在MSW的上部时，所选择出的菌株有更高的耐药

性。
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寰2药物浓度位于MSW的不同位置与耐药发生的关系

动物编号蓉篆：：跻，
出现耐药的

时间(h)

治疗结束后2d恢复生长

细菌的MIC(mg／L)

3讨论

MSW是通过体外琼脂平板实验得到的一个引

起耐药突变体选择的抗菌药物浓度范围。由于体内

药物浓度是处于一个动态变化的过程，通过琼脂平板

的静态药物浓度测定的MSW在体内感染部位是否

存在，以及体外MSW与体内耐药突变体选择的相

关性目前尚不清楚。Croisier和Etienne等口“3观

察了血中而不是肺组织中药物浓度及MSW与肺组

织内细菌耐药的相关性，在实验的设计上存在一定

的缺陷。笔者通过兔组织笼感染模型，观察了组织

笼内组织液中左氧氟沙星浓度与金黄色葡萄球菌耐

药的关系。

从结果看，当左氧氟沙星药物浓度低于MIC。。

及高于MPC时，也就是说药物浓度位于MSW外

时，无一例动物出现耐药。保持药物浓度在MPC

以上，可以达到限制耐药突变体选择富集的目的。

而出现耐药的动物，其药物浓度均大部分时间位于

MSW内(MSW下部组和上部组)。表明MSW在动

物体内感染部位存在，并与体外测定的结果一致。当

药物浓度位于MSW内的下部时，耐药发生率最高。

这一结果也提示目前我们所提倡的保持药物浓度高

于MIC的治疗策略存在致命的弊端，如果药物的

C。不能高于MPC，药物浓度将在治疗的大部分时间

位于MSW内，将非常容易选择出耐药突变体，从而

导致耐药的发生，尤其是当感染部位细菌量很大时。

当药物浓度位于MSW内的下部时，比药物浓

度位于中、上部时早24～48h出现耐药，这一差别可

能是由于药物浓度在MSW的下部时有更多的耐药

突变体存在和更容易增殖，而当药物浓度保持在

MSW的中、上部时有一些耐药突变体被杀死或生

长被抑制。当药物浓度位于MSW的下部时更容易

出现耐药突变体的选择，虽然其耐药性低于药物浓

度在中、上部时选择出的耐药突变体，但当药物浓度

波动时，这些耐药突变体可能再次被选择，从而导致

高水平的耐药。虽然这只是左氧氟沙星对金黄色葡

萄球菌的动物体内研究结果，是否适用于其他药物

及病原体尚需进一步的研究。但这一结果也提示我

们，如果临床医生在患者能够耐受的情况下选用推

荐的最高抗菌药物剂量，可能会减少耐药的发生。

(下转第346页)
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阻滞这种作用。缬沙坦可通过对AT，R的拮抗抑

制RAS的过度激活及抑制NO和自由基介导的组

织损伤而改善脓毒症心肌损伤。加用缬沙坦可以明

显减轻脓毒症时心肌损伤的程度，可能机制包括：抑

制AT。R功能，同时激活AT。R；降低脓毒症时过度

升高的NO和MDA水平，当然，后二者也可能是对

RAS调节后的继发结果，故ARB类药物作为脓毒

症时心肌保护时的应用，具有一定的临床前景，相关

机制尚待进一步研究。
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